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<§) Mikrobielle Herstellung von Substanzen aus dem aromatischen Stoffwechsel / II 
(57) Die Erfindung stellt, durch eine erhdhte Berettsteliung 

von intrazellularen Stoffwechsel intermediaten, insbeson- 

dere von Phosphoenolpyruvat, alternative Verfahren zur 

mikrobiellen Herstellung von Substanzen, insbesondere 

von aromatischen Aminosauren wie L-Phenylalanin zur 

Verfugung, bei denen die Aktivitat einer Zucker-phospho- 

rylierenden Kinase in einem diese Substanzen produzie- 

renden Mikroorganismus erhoht wird. In bevorzugten 

Ausfuh rungsf or men der Erfindung wird zusatzlich die Ak- 
tivitat eines Transportproteins zur PEP-unabhangigen 

Aufnahme eines von der Kinase zu phosphorylierenden 

Zuckers, bzw. die Aktivitat einer Transaldolase und/oder 

einer Transketolase erhoht. Die Erfindung betrifft auch 

Genstrukturen, sowie diese Genstrukturen tragenden 

transformierten Zollon, welche eine besonders erfolgrei- 
■ che Realisation dieser Verfahren ermoglichen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen, insbesondere von aromatischen 
Aminosauren, nach Anspruch 1-20, 36 und 37, Genstrukturen nach Anspruch 21-29, sowie transformierte Zellen nach 
5 Anspruch 30-35. 

Mikrobiell hergestellte Substanzen, wie Feinchemikalien, insbesondere aromatische Aminosauren sind von groBem " 
wirtschaftlichen Interesse, wobei der Bedarf an z. B. Aminosauren weiterhin zunimmt. So wird beispielsweise I^Phenyl- 
alanin zur Herstellung von Medikamenten und insbesondere auch bei der Herstellung des SuBstoffes Aspaxtam (a-L-As- 
partyl-L-phenylalaninmethylester) verwendet. L-'lryptophan wird als Medikament und Zusatz zu Futtermitteln bendtigt; 

10 fiir L-Ty rosin besteht ebenf alls Bedarf als Medikament, sowie als Rohstoff in der pharmazeutischen Industrie. Neben der 
Isolierung aus naturlichen Materialien ist die biotechnologische Herstellung eine sehr wichtige Methode, urn Aminosau- 
ren in der gewiinschtenoptisch aktiven Form unter wirtschaftlich vertretbaren Bedingungen zu erhalten. Die biotechno- 
logische Herstellung erfolgt entweder enzymatisch oder mit Hilfe von Mikroorganismen. 

Die ietztere, mikrobielle Herstellung hat den Vorteil, daB einfache und preisgunstige Rohstoffe eingesetzt werden kon- 

15 nen. Da die Biosynthese der Aminosauren in der Zelle aber in vielfacher Weise kontrolliert wird, sind bereits vielfaltige 
Versuche zur Steigerung der Produktbildung untemommen worden. So wurden z, B. Aminosaure-Analoga eingesetzt, 
urn die Regulation der Biosynthese auszuschalten. Beispielsweise wurden durch Seiektion auf Resistenz gegen Phenyl- 
alanin-Analoga Mutanten von Escherichia cob' erhalten, die eine erhohte Produktion von L-Phenylalanin errnoglichten 
(GB-2,053,906). Eine ahnliche Strategic fuhrte auch zu uberproduzierenden Stammen von Corynebacterium 

20 (JP-19037/1976 und JP-395 17/1 978) und Bacillus (EP-0, 138,526). 

Desweiteren sind durch rekombinante DNS-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen ebenfalls 
die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene, die fur nicht mehr feedback-inhibierten Schlusselen- 
zyme kodieren, kloniert und exprimiert werden. Als ein \forbild beschreibt EP-0,077,196 ein Verfahren zur Produktion 
von aromatischen Aminosauren, bei dem eine nicht mehr feedback- inhibierte 3-Desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phos- 

25 phatsynthase (DAHP-Synthase) in E. coli uberexprimiert wird. In EP-0,145,156 ist ein E. coli-Stamm beschrieben, in 
dem zur Produktion von L-Phenylalanin zusalzlich ChorisriiaUiiulase/F^ephenaUlehydrdlase uberexpriuiiert isL 

Den genannten Stratcgicn ist gemcinsam, daB sich der Eingriff zur Vcrbcsscrung der Produktion auf den fur die aro- 
matischen Aminosauren spezifischen Biosyntheseweg beschrankt Fiir eine weitere Erhohung der Produktion muB je- 
doch eine verbesserte Bereitstellung der zur Produktion aromatischer Aminosauren benotigten Primarmetabolite Phos- 

30 phoenolpyruyat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat (Ery4P) angestrebt werden. 

PEP ist ein aktivierter Vorlaufer des Glycolyseproduktes Pyruvat (Brenztraubensaure); Ery4P ist ein Intermedial des 
Pentosephosphatweges . 

In der Literatur sind mehrere Strategien fur die Steigerung der Verfugbarkeit von PEP beschrieben, wie beispielsweise 
durch Verminderung der Aktivitat der PEP-Carboxylase (MiUer J.E. et aL, J. Ind. Microbiol. 2 (1987) 143-9; 

35 EP-0,140,606) oder durch Steigerung der Aktivitat der PEP-Synthase (Chao Y.P. et aL, J. Biol. Chem. 269 (1994) 
5 122-26; Patniak R. et al., Biotechnol. Bioeng. 46 (1995) 361-70). Weiterhin wurde gefunden, daB in Thiamin- und li- 
ponsaure-auxotrophen Mutanten von Enterobacter aerogenes die Aktivitat des Pyruvatdehydrogenasekomplexes ver- 
mindert ist, wodurch der AbfluB von PEP uber Pyruvat zu Acetyl-CoA und in dem Zitronensaurezyklus verringert und in 
der Folge Tryptophan gebildet wurde (Oita S. et al., J. Ferm. Bioeng. 69 (1990) 256-8). Desweiteren verbrauchen Mi- 

40 kroorganismen, die Glucose uber ein PEP : Zucker-Phosphotransferasesystem (PTS) aufnehmen (pts + -Stamme), aqui- 
molare Mengen PEP fur diesen Transportvorgang mit der Folge, daB dieses PEP nicht mehr fur die Syn these aromati- 
scher Verbindungen zur Verfugung steht (Postma P.W. et al., Microbiol. Rev. 57 (1993) 543-594). 

KUrzlich wurde gezeigt (Hores N. et aL, Nature Biotechnol. 14 (1996) 620 3), daB eine spontane Glucose-positive Re- 
vertante einer PTS-negati ven (pts") Mutante von Escherichia coli Glucose uber das GalP-System in die Zellen einschleu- 

45 ste und zum Wachstum auf Glucose befahigt war. Durch zusatzliche Expression des Transketolase-Gens tktA wurde in 
dieser Arbeit eine vermehrte Bildung des Intermediaten DAHP beobachtet Frost und Draths Ziehen die Moglichkeit in 
Erwagung, die Bereitstellung von PEP zu verbessem, indem das PTS vollig inaktiviert und anschlieBend die Gen glf 
und glk aus Zymomonas mobilis uberexprimiert werden (Frost und Draths, Ann. Rev. Microbiol. 49 (1995) 557-79). 
Aus diesem Artikel ist eine Aussage uber die Effizienz eines derartigen Eingriffes jedoch nicht mbglich, ebensow nig 

50 wie es nicht moglich ist, etwaige Folgen eines derartigen Eingriffes auf die Produktion von aromatischen Intermediaten 
in pts + -Stammen abzuschatzen. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein alternatives Verfahren zur Produktion von Substanzen, insbesondere aromati- 
schen Aminosauren, zur Verfugung zu stellen, welches sich durch eine erhohte Bereitstellung von PEP fur die Synthese 
dieser Substanzen auszeichnet. 

55 Uberraschenderweise wird die Aufgabe erfindungsgemaB dadurch gelost, daB ein Vferfahren zur mikrobiellen Herstel- 
lung von Substanzen zur Verfugung gestellt wird, bei dem die Aktivitat einer Zucker-phosphoryUerenden Kinase in ei- 
nem diese Substanzen produzierenden Mikroorganismus erhGht wird. 

Dieses Ergebnis ist besonders uberraschend, als daB es keineswegs selbstverstandlich ist, daB die alleinige ttberex- 
pression einer Zucker-phosphorylierenden Kinase eine wesentliche Rolle bei der Bereitstellung von PEP und damit auf 
60 die Produktion von Substanzen hat 

Beim Wachstum auf Hexosen, wie Glucose oder Fructose, unter naturlichen Bedingung n, wird d r Qberwiegende Tfeil 
dieser Substrate von den bakteriellen Zell n (z. B. von Escherichia coli) uber PEP : Hexos -Phosphotransferase-systeme 
aufgenommen und unter Verbrauch von PEP phosphoryliert. Die Wirkung 2^icker-phosphorylierender Kinasen be- 
schrankt sich also auf die Aktivierung von jenen Zuckern, die nicht-phosphoryliert in der Zelle vorliegen, da sie mittels 
65 ines PEP-unabhangigen Transportsystems aufgenommen wurden. Derartige Zucker konn n z. B. aus Hydrolysereaktio- 
nen intrazeUular vorliegender Di- und Oligosaccharide wie Trehalose, Lactose, Maltose oder Maltodextrin resultieren. 

Beispielsweise hat die Glucokinase in Escherichia coli beim Wachstum auf Glucose ine untergeordnete Funktion 
(Curtis und Epstein, J. Bacterid. 122, (1975), 1189-1 199). Ein direkter EinfluB auf die Stoffiiasse, sowohl durch die Gly- 
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kolyse zur Bereitstellung von PEP, als auch durch den Pentosephosphatweg zur Bereitstellung von Ery4P, besteht nicht. 

m Folglich ist der im Rahmen dieser Erfindung beschriebene EfFekt der Uberexpression einer Zucker phosphorylieren- 
den Kinase auf die Produktion von Substanzen, insbesondeie arornatischen Aminosauren vollkommen unerwaitet. 

Die Erfinder nehmen an, daB eine Uberexpression der Kinase zu einer Erhohung des intrazellular vorliegenden Anteil 
an Zuckerphosphatenfuhrt, dessen Aktivierung auf der Basis von ATP in Funktion dem Energie-Donors, stattfindet. 5 
Folglich vermindert sich die zu diesem Zweck eingesetzte Menge an PEP, was der Synthese von PEP-Folgeprodukten 
forderlich ist. Bisher wurde im Stand der Technik, trotz langjahrigen und ausfiihrlichen Arbeiten auf dem Gebi t der Her- 
stellung von Substanzen aus dem arornatischen Stoffwechsel, die alleinige Erhohung der Aktivitat einer Kinase nie po- 
stuliert. Unter Substanzen im Sinne der Erfindung sind beispielsweise Feinchemikalien wie aromatische Aminosauren, 
Indigo, Indolessigsaure, Adipinsaure, Melanin, Chinone, Benzoesaure, sowie deren potentielle Derivate und Folgepro- 10 
dukte - oder allgemein Derivate von Intermediaten des Pentosephosphatweges zu verstehen. AUe diese Substanzen wer- 
den im Rahmen dieser Erfindung auch als Substanzen aus dem arornatischen Stoffwechsel angesehen. Es sei dabei be- 
merkt, daB fur die Herstellung von Indigo, Adipinsaure und anderen nicht natiirlichen Folgeprodukten nehen den erfin- 
dungsgemaBen Eingriffen weitere genetische Veranderungen an den die Substanzen produzierenden Mikroorganismen 
notwendig sind 15 

Das Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen ist daher besonders vorteilhaft wenn Substanzen herge- 
stellt werden an deren Synthese PEP beteiligt ist 

Beim Einsatz einer Zucker-phosphorylierenden Kinase empfiehlt sich die Verwendung einer Hexosen-phosphorylie- 
renden Kinase, bevorzugt einer Kinase aus Zymomonas mobilis, insbesondere der Glucokinase (Glk) aus Zymomonas 
mobilis. Bei der Verwendung von letzterer stammt das das Protein kodierende Gen glk z. B. aus Z. mobilis ATCC 10988, 20 
ATCC 29191 oder ATCX] 31821. Andere Gene fur Hexosen-phosphorylierendeKinasen aus Bakterien, deren Genpro- 
dukte die Hexosen unter Verbrauch von ATP phosphorylieren, wie beispielsweise eine Fructokinase oder Galactokinase, 
sind fur das erfindungsgemaBe Verfahren ebenso geeignet. Weiterhin sind auch Gene fur z. B. Kinasen aus eukaryonti- 
schen Mikroorganismen geeignet, wie Saccharoinyces cerevisiae oder allgemein Gene fur Zucker-phosphorylierende Ki- 
nasen aus anderen Organismen, vorausgesetzt, daB sie in den Mikroorganismen, insbesondere Aminosauren produzie- 25 
renden Mikroorganismen (Aminosaureproduzenten), funktionell exprimiert werden konnen und ohne PEP zur Phospho- 
rylicrung der Zucker auskommcn. Insbcsondcrs empfiehlt sich, daB die Zuckcr-phosphorylicrcndc Kinasen in Amino- 
saureproduzenten exprimiert werden konnen. Fur die Herstellung aromatischer Aminosauren nach dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren eignet sich insbesondere das aus Z. mobilis ATCC 29191 isolierte Glucokinase-Gen glk fur die Phospbo- 
rylierung von Glucose. 30 

Durch die Uberexpression der Zucker phosphorylierenden Kinase gemaB der vorliegenden Erfindung wird ein alter- 
natives Verfahren zur Verfugung gestellt, durch das uber einen vermehrten Gebrauch alternativer Energie-Donoren, wie 
von ATP als Energie-Donor, der Verbrauch von PEP fur die Aktivierung von Zuckem in der Zelle herabgesetzt wird. PEP 
steht sonut in erhdhtem Mafie fur die mikrobielle Synthese von Substanzen, an deren Synthese PEP beteiligt ist, zur \fer- 
fugung. 35 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird zusatzlich zur Erhohung der Aktivitat einer Zucker-phos- 
phorylierenden Kinase die Aktivitat eines Transportproteins zur PEP-unabhangigenAufnahme eines von der Kinase zu 
phosphorylierenden Zuckers erhoht. Diese Ausfuhrungsform schlieBt auch ein, daB die Aktivitat eines Transportproteins 
zur PEP-unabhangigen Aufnahme eines solchen Zuckers in einem Substanzen produzierenden Mikroorganismus erhoht 
wird, der zur Aufnahme eines betreffenden Zuckers mittels eines PEP-abhangigen Transportsystems befahigt ist. Die zu- 40 
satzliche Integration eines PEP-unabhangigen Transportsystems erlaubt eine erhohte Bereitstellung nicht-phosphorylier- 
ter Zucker in dem die Substanzen produzierenden Mikroorganismus. Diese Zucker konnen von den jeweiligen zugebo- 
rigen Kinasen unter ATP- Verbrauch in aktivierte Zuckerphosphate umgesetzt und dann weiter metabolisiert werden. PEP 
als Energie-Donor wird fur diese Umsetzungen nicht benotigt und steht damit, ausgehend von einem konstanten StofF- 
fluB in der Glykolyse und dem Pentosephosphatweg, vermehrt fur die Kondensation mit Ery4P zum primaren Metaboli- 45 
ten des allgemeinen Biosyntheseweges fur aromatische Verbindungen Desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat 
(DAHP) zur Verfugung und in der Folge fur die Produktion von Substanzen, wie z. B. arornatischen Verbindungen. 

Im Falle des Transportproteins wird Aktivitat dabei als proteinvermittelte Aufhahmerate verstanden. Zur Erhohung 
der Aktivitat des PEP-unabhangigen Transportproteins in FTS-negativen Stammen ist es, im Gegensatz zu der fur das 
glf-Gen aus Zymomonas mobilis bereits beschriebenen zweistufigen Prozedur, besonders vorteilhaft, daB das Ausschal- 50 
ten des PTS und das Einbringen des Gens fur das Transportprotein in einem Schritt geschehen kann. Eine derartige Stra- 
tegic kann erfindungsgemafi durch die Insertiondes Gene in beispielsweise ein Gen des ptsHI-crr-Operons, z. B. in das 
ptsI-Gen oder einen anderen pts-locus realisiert werden und erleichtert die Zuganglichkeit der gewtinschten Mutanten. 
Durch diese Vorgehensweise wird der vektorielle Zuckertransport durch die Zellmembran und der daran gekoppelte 
PEP-abhangige PhosphorylierungsprozeB der Zucker komplett unterbunden. Andere Funktionen des PTS konnen dabei 55 
aufrechterhalten werden. 

Die Insertion des Gens des Transportproteins hinter einen Promoter des PTS ist weiterhin vorteilhaft, da die EinfUh- 
rung einer gesonderten Genstruktur entfallt und eine Destabilisierung der rekombinierten 2^elle durch die Expression des 
Proteins, aufgrund des natiirlichen Expressionsniveaus, nicht auftritt 

Beziiglich des Transportproteins zur PHP-unabhangigen Aufnahme eines Zuckers empfiehlt sich der Einsatz eines Fa- 60 
cilitators, das heiBt eines Transportproteins, das nach dem Prinzip der proteinvermittelten erleichterten Diffusion wirkL 
Insbesondere bietet sich der Einsatz des Glucosefacilitator-Proteins (Glf) aus Zymomonas mobilis an. Bei d r Verwen- 
dung von letzterem stammt das das Protein kodierende Gen glf z. B. aus Z. mobilis ATCC 10988, ATCC 29191 oder 
ATCC 31821. Andere Zuckertransportgene aus Bakterien, deren Genprodukte z. B. Glucose, Fructose oder Saccharose 
transportieren und dabei kein PEP verwenden, sind fur das erfindungsgemaBe Verfahren aber ebenso geeignet, wie z. B. 65 
das GalP-System aus Escherichia coli. AuBerdem sind Gene fur Zuckertransportsysteme wie HXT1 bis HXT7 aus euka- 
ryontischen Mikroorganismen, wie Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis oder Kluyveromyces lactis, oder allgemein 
wie Zuckertransportgene aus anderen Organismeneinsetzbar, vorausgesetzt, daB sie in den Mikroorganism n funktionell 
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exprimiert werden konnen und die Genprodukte dabei ohne PEP zur Phosphorylierung und/oder zum Transport der Zuk- 
ker auskommen. Insbesondere ernpfiehlt es sich, daB die Zuckertransportgene in Aminosaureproduzenten exprimiert 
werden konnen. 

Fiir die Herstellung aromatischer Aminosauren nach dern erfindungsgemaBen \ferfahren eignet sich daher insbeson- 
5 dere das aus Z. mobilis ATCC 31821 isolierte Facilitator-Gen glf fur die Aufnahme von Zuckem wie Glucose, Fructose 
oder Mannose. (Parker C. et al.. Mol. Microbiol. 15 (1995) 795-802; Weisser P. et al., J. Bacteriol. 177 (1995) 3351^*). * 
Die Einfuhrung insbesondere des glf-Gens solite vorzugsweise in einer niedrigen Genkopienzahl rfolgen, um schadli- 
che Auswirkungen auf die Zelle durch ubermaBige Expression von Membranproteinen zu verhindem. So wird beispieis- 
weise fiir das glf-Gen eine Genkopienzahl von 2 bis 5 bevorzugt. Besonders vorteilhaft ist, wie schon oben erwahnt, die 
to Einfuhrung des glf-Gens in eines der Gene des ptsHI-crr-Operons. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird zusatzlich zur Aktivitat einer Zucker-phosphorylierenden Ki- 
nase oder zur Aktivitat einer Zucker-phosphorylierenden Kinase und eines PEP-unabhangigen TVansportproteins die Ak- 
tivitat einer Transaldolase und/oder die Aktivitat einer Transketolase erhoht. 

Die zusatzliche Aktivitatssteigerung eines dieser letzteren Proteine (das heiBt Transaldolase und Transketolase) oder 
15 beider Proteine erlaubt eine noch ho here Produktion von Substanzen, insbesondere aromatischen Aminosauren, dadurch 
daB Ery4P fiir die Kondensation mit PEP zum primaren Metaboliten des allgemeinen Biosyntheseweges fur aromatische 
Verbindungen Desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat (DAHP) in erhohtem MaBe bereitgestellt wird. 

Hinsichthch der Erhohung der Aktivitat einer Transaldolase wird vorzugsweise die Aktivitat einer Transaldolase aus 
Escherichia coli und insbesondere die Aktivitat der Transaldolase B (TalB) aus Escherichia coli erhoht Bei der Verwen- 
20 dung des korrespondierenden talB-Gens stammt dieses vorzugsweise aus Escherichia coli K-12 oder einem davon abge- 
leiteten Stamm. Daneben ist jedoch auch jedes Gen geeignet dessen Cjenprodukt eine Reaktion katalysiert, die der der 
Transaldolase, das heiBt der Umsetzung von Sedoheptulose-7-Phosphat plus Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Ery4P und 
Fructose-6-Phosphat, entspricht 

Hinsichtlich der Erhohung der Aktivitat einer Transketolase wird vorzugsweise die Aktivitat einer Transketolase aus 
25 Escherichia coli und insbesondere die Aktivitat der Transketolase A (TktA) aus Escherichia cob" erhoht Bei der Verwen- 
dung des korrespondierenden tklA-Gens summit dieses vorzugsweise aus Escherichia coli K-12 oder einem davon abge- 
lcitctcn Stamm. Dancbcn ist jedoch auch jedes Gen geeignet, dessen Gcnprodukt cine Reaktion katalysiert, die der der 
Transketolase, das heiBt der Umsetzung von Ribose-5-Phosphat plus Xyluiose-5-Phosphat zu Sedoheptulose-7-Phosphat 
plus Glycerinaldehyd-3-Phosphat bzw der Umsetzung von Xylulose-5-phosphat plus Ery4P zu Fructose-6-phosphat plus 
30 Glycerinaldehyd-3-phosphat, entspricht. 

In Mikroorganismen, in denen der StbfffluB nach Ery4P erhoht ist, kann die Verfugbarkeit von PEP zur Produktion des 
ersten Intermediaten des aromatischen Aminosaurestofrwechsels limitiert sein. In solchen Fallen kann es vorteilhaft sein, 
andere PEP-verbrauchende Reaktionen im Metabolismus, wie z. B. die Reaktion des PEPiZucker-Phosphotransferasesy- 
stems (PTS), welches eine FEP-abhangige Zuckeraufnahme katalysiert, sofern anwesend, zu vermindern oder auszu- 
35 schalten. 

ErfindungsgemaB konnen sowohl Organismen eingesetzt werden, die das naturliche Aktivitatsniveau des PTS aufwei- 
sen; es konnen auch, zur weiteren Verbesserung des Verfahrens, PTS-Mutanten eingesetzt werden, in denen das PTS in 
seiner Aktivitat vermindert ist. Vermindern im Sinne dieser Erfindung bedeutet eine Erniedrigung der Aktivitat bis zu ei- 
ner Restaktivitat von 1% der natiirlichen Aktivitat. Eine derartige \ferminderung kann entweder auf enzymatischer Ebene 

40 oder durch genetische Methoden erfolgen, z. B. durch Verwendung alternativer, stark reprimierbarer Promotoren zur Ex- 
pression der pts-Gene oder durch Insertion eines glf- und/oder eines glk-gens in das Chromosom und insbesondere in den 
Genort des ptsI-Gens, was zugleich eine Stabilisierung der rekombinanten DNS im Chromosom (Segregationsstabilitat) 
und damit den Verzicht auf die Verwendung eines Vektors mit sich bringt Desweiteren kann in Verbindung mit einem re- 
gulierbaren Promotor auch durch die Zugabe von Induktoren oder Inhibitoren des entsprechenden Promoters wahrend 

45 der Kultivierung EinfluB auf die Aktivitat des PTS genommen werden. 

Als MaBnahmen zur Steigerung der Aktivitat im Sinne der Erfindung sind alle MaBnahmen zu verstehen, die dazu ge- 
eignet sind, die Aktivitat der Kinase, des Transportproteins, der Transaldolase und der Transketolase zu steigem. Insbe- 
sondere sind hierzu geeignet: 

50 - Einfuhrung von Genen z. B. mittels Vektoren oder temperenter Phagen; 

- Erhohung der Genkopienzahl z. B. mittels Plasmiden mit dem Ziel die erfindungsgemaBen Gene in erhohter Ko- 
pienzahl, von leicht (z. B. 2 bis 5fach) bis zu stark erhohter Kopienzahl (z. B. 15 bis 50fach), in den Mikroorganis- 
mus einzubringen; 

- Erhohung der Genexpression z. B. durch Steigerung der Transkriptionsrate z. B. durch Verwendung von Promo- 
55 torelerncnten wie z. B. Ptac, Ptet oder anderen regulatorischen Nucleotidsequenzen und/oder durch Steigerung der 

Translationsrale z. B. durch Verwendung einer Konsensusribosomenbindungss telle; 

- Erhohung der endogenen Aktivitat von vorhandenen Enzymen z. B. durch Mutationen, die nach klassischen Me- 
thoden ungerichtet erzeugt werden, wie beispielsweise durch UV-Bestrahlung oder mutationsauslosenden Cherni- 
kalien, oder durch Mutationen, die gezielt mittels gentechnologischer Methoden wie Deletion(en), Insertion(en) 

60 und/oder Nuc1eotidaustausch(e) erzeugt werden; 

- Erhohung der Aktivitat von Enzymen durch Veranderung der Struktur von Enzyrn n z. B. durch Mutagenese mit 
physikalischen, chemischen, molekularbiologischen oder sonstigen mikrobiologischen Methoden; 

- Verwendung von deregulierten Enzymen, z. B. nicht mehr feedback inhibierten Enzymen; 

- Einfuhrung entsprechender die deregulierten Enzyme kodierenden Gene. 

65 

Auch Kombinationen der genannten und weiteren, analogen Methoden konnen zur Erhohung der Aktivitat eingesetzt 
werden. Im Falle von Transportproteinen kann die endogene Aktivitat erhoht werden z. B. durch Klonierung des Gens 
mit beispielsweise o.g. Methoden oder uber Selektion von Mutanten mit erhdhtem Transport v n Substraten. 



4 



BNSOOCID: <DE__10644667A1_I_> 



if 

DE 196 44 567 A 1 

Bevorzugt erfolgt die Steigerung der Aktivitat dadurch, daB eine Integration des Gens oder der Gene in eine Genstruk- 
tur oder in mehrere Genstrukturen erfolgt, wobei das Gen oder die Gene als einzelne Kopie oder in erhohter Kopienzahl 
* in die Genstruktur eingebracht wird. 

Als Genstruktur im Sinne der Erfindung ist ein Gen und jede Nucleotidsequenz zu verstehen, die die erfindungsgema- 
Ben Gene tragt. Entsprechende Nucleotidsequenzen konnen beispielsweise Plasrnide, Vektoren, Chromosomen, Phagen 5 
oder andere, nicht zirkular geschlossene, Nucleotidsequenzen sein. 

Fur ein Chromosom im Sinne der Erfindung gilt, daB in dieses mindestens ein erfindungsgemaBes Gen inseriert wurde, 
und daB die entstandene Nucleinsauresequenz mindestens ein Gen oder eine Genkopie mehr enthalt, als natiirlicherweise 
in diesem Chromosom enthalten ist So ruhrt beispielsweise die homologe Rekombination innerhalb eines Genones zu 
einem Chromosom, welches sich von der natiirlichen Form nicht notwendigerweise unterscheiden muB. Die durch ho- 10 
mologe Rekombination hergestellten Chromosomen sind daher nicht als erfindungsgemaB zu betrachten, sofern die na- 
turliche Anzahl der homologen Gene nicht uberschritten wird. 

Als Genstruktur im Sinne der Erfindung ist. auch eine Kombination oben genannter Gentrager, wie beispielsweise Vek- 
toren, Chromosomen und temperenter Phagen zu verstehen, auf die die erfindungsgemaBen Gene verteilt sind. Beispiels- 
weise konnen zwei Gene glk auf einem Vektor in die Zelle eingebracht werden oder zwei Gene glk in ein Chromosom in- 15 
seriert werden. Zusatzlich kann z. B. noch ein weiteres Gen durch einen Phagen in die Zelle eingebracht werden. Das- 
selbe gilt fur die anderen erfindungsgemaBen Gene. Andere Kombinationen von Genverteilungen sollen durch ctiese Bei- 
spiele nicht von der Erfindung ausgeschlossen werden. Entscheidend ist jedenfalls, daB die Anzahl der im Mikroorganis- 
mus enthaltenen Gene die natiirliche Anzahl der entsprechenden Gene ubersteigt. 

Vorzugsweise wird man z. B. fur glf die Zahl der Gene pro gleichwirkendem Gen um einen Faktor 2 bis 5 erhohen, um 20 
die erflndungsgemaBe Steigerung der Aktivitat zu erreichen. Bei diesen Konzentrationen werden sich keine zelltoxischen 
Wirkungen einstellen. Jedoch ist es auch denkbar die erfindungsgemaBen Gene in hoherer Kopienzahl bis 50 Genkopien 
ciner gleichwirkenden Form in den Mikroorganisrnus einzubringen. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren zur Produktion von Substanzen werden bevorzugt Mikroorganismen eingesetzt, in 
ilcncn ein oder mehrere Enzyme, die zusatzlich an der Synthese der Substanzen beteiligt sind, dereguliert und/oder in in- 25 
rcr Aktivitat erhoht sind. 

Dies sind insbesonderc die Enzyme des aromatischen AminosaurcstorTwcchscls und vor allcm DAHP-Synthasc, Shi- 
Mmulkinase und Chorismatmutase/Prephenatdehydratase, sowie aber auch alle anderen Enzyme, die und der Synthese 
uroiiiatischerStofPwechselintermediate und deren Folgeprodukte beteiligt sind. 

I : ur die Herstellung von Substanzen wie beispielsweise Adipinsaure, Gallensaure und Chinonverbindungen, sowie de- 30 
rcn l>crivate ist neben den erflndungsmaBigen Enzymen besonders die Deregulation und Uberexpression der DAHP- 
Sxniase von Bedeutung. Zur uberhohten Synthese von beispielsweise Lr Tryptophan, L-iyrosin, Indigo, Derivaten von 
I Ixilroxy- und Aminobenzoesaure und Naphto- und Anthroquinonen, sowie deren Folgeprodukten sollte zusatzlich die 
Shikiniatkinase dereguliert und in ihrer Aktivitat erhoht werden. Fur eine effiziente Produktion von Phenylalanin, Phe- 
nylbrenztraubensaure und deren Derivaten ist zusatzlich eine deregulierte und uberexprimierte Chorismatmutase/Pre- 35 
phenatdehydratase von besonderer Bedeutung. Jedoch sollen damit auch alle anderen Enzyme umfafit sein, deren Akti- 
viiaten zur biochemischen Synthese von Substanzen beitragen, das heiBt Verbindungen deren Produktion durch die Be- 
reitstellung von PEP begunstigt wird, z. B. CMP-Ketodesoxyoctulosonsaure, UDP-N-Acetylmuraminsaure, N-Acetyl- 
Neurarninsaure oder Chorisminsaure. Die vennehrte Bereitstellung von PEP kann sich dabei nicht nur positiv auf die 
Synthese von DAHP auswirken, sondern kann auch die Einfuhrung einer Pyruvat-Gruppe bei der Synthese von 3-Enol- 40 
pyruvylshikimat-5-phosphat als Vorlaufer von Chorismat begiinstigen. 

Es sei bemerkt, daB fur die Herstellung von Indigo, Adipinsaure und anderen nicht natiirlichen Folgeprodukten neben 
den erfindungsgemaBen Eingriffen weitere genetische Veranderungen an den Substanzenproduzierenden Mikroorganis- 
men notwendig sind. 

Das erflndungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Herstellung von aromatischen Aminosauren, insbesondere von 45 
L-Phenylalanin. Im Falle von L-Phenylalanin wird dabei vorzugsweise die Genexpression und/oder die Enzymaktivitat 
einer deregulierten DAHP-Synthase (z. B. in E. coli AroF oder AroH) und/oder einer ebenfalls deregulierten Chorismat- 
rnutase-ZPrephenatdehydratase (PheA) erhoht 

Als Produktionsorganis men eignen sich Escherichia- Arten, sowie aber auch Mikroorganismen der Gattungen Serratia, 
Bacillus, Corynebacterium oder Brevibacterium und weitere aus klassischen Aminos aure verfahren bekannte Stamme. 50 
Besonders geeignet ist Escherichia coli. 

Mine weitere Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung von geeigneten Genstrukturen und diese Genstrukturen tra- 
il enden transformierten Zellen, welche eine besonders erfolgreiche Realisation des \ferfahrens ermoglichen. 

Im Rahmen der Erfindung werden jetzt erstens neue Genstrukturen zur Verfiigung gestellt, die in rekombinanterForm 
ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase und ein Gen fur ein Transportprotein zur FEP-unabhangi- 55 
gen Aufnahme eines Zuckers enthalten, mit der Ausnahme von der Kombination der Gene fur die Kinase glk und fur das 
Transportprotein glf aus Zymomonas mobilis. Die Ausnahme der alleinigen Kombination der Gene "glk und glf aus Zy- 
momonas mobilis basiert darauf, daB eine derartige Genstrukturschon des ofteren in der Literatur beschrieben wurde. 
Hintergrund dieser Arbeiten war die Untersuchung der Rxprirnierbarheit des glf- und des glk-Gens aus Zymomonas mo- 
bilis in Escherichia coli und der Moglichkeit auf diese Weise Wachstum von PTS"-Mutanten auf PTS-Zuckem zu ermog- 60 
lichen (Snoep et al., J. Bacterid. 176 (1994) 2133-35). Aus den Ergebnissen ist jedoch eine Auswirkung vor allem von 
Glk auf die Herstellung von erfindungsgemaBen Substanzen nicht ersichtlich oder zu erwarten. Die n uen Genstrukturen 
sind daher unerwarteterweise wirksam fur die Herstellung von Substanzen, und sind insbesonders auch wirksam in 
PTS + -Stammen. 

Im Rahmen der Erfindung werden zweitens neue Genstrukturen zur Verfiigung g stellt, di in rekombinanter Form a) 65 
ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase oder Gene kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende 
Kinase und fur ein Transportprotein zur PEP-unabhangigen Aufnahme eines betreffenden Zuckers, und b) mindestens 
ein Gen kodierend fur eine TVansaldolase oder fur ein Transketolase enthalten. In diesen ersteh und zweiten Genstruk- 
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turen wird bevorzugt, daB das Gen fur die Kinase eine Hexosen-phosphorylierende Kinase kodi rt und das Gen fur das 
Transportprotein einen Facilitator kodiert. t 

Insbesonders stammen die Gene fur die Kinase und fur das Transportprotein aus Zymomonas mobilis. Die in den 
zweiten Genstrukturen genannten Gene fur die Transaldolase und fur die Transketolase stammen insbesonders aus 
5 Escherichia coli. Besonders vorteilhaft sind Genstrukturen, bei denen das Gen fur die Kinase glk und das Gen fur das 
Transportprotein glf aus Zymomonas mobilis ist, und bei denen gegebenenfalls das Gen fur Transaldolase talB und das * 
Gen fur TransketolasetktA aus Escherichia coli ist. 

Die Isolierung der entsprechenden Gene und die Transformation der Zellen erfolgt nach gangigen Methoden: Im Falle 
z. B. der Klonierung des Glucokinasegens glk oder des Transporlgens glf aus Zymomonas mobilis eignet sich beispiels- 
10 weise die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) zur gerichteten Amplifikation des Gens mit chromosomal r 
DNS aus Zymomonas mobilis Stammen ATCC 29 191 oder ATCC 31 821 und weiterhin die heterologe Komplement- 
ation von Escherichia coli-Mutanten, die in Funktionen des PTS defekt sind und die deshalb z. B. keine Glucose trans- 
portieren konnen (Snoep J.L. et al, J. Bacteriol. 174(1994) 1707-8; Parker C. et al., Mol. Microbiol. 15(1995)795-82; 
Weisser P. et al., J. Bacteriol. 177 (1995) 3351-4). Nach Isolierung der Gene und deren in vitro-Rekombination mit b - 
15 kannten Vektoren mit niedriger Kopienzahl, wie z. B. pACYC184, pACYC177, pSClOl oder pZY507 (Weisser P. et al., 
J. Bacteriol. 177 (1995) 3351-4) erfolgt die Transformation der Wirtszelle durch chemische Methoden, Elektroporation, 
Transduktion oder Konjugation. 

Im Falle des Gens talB und des Gens tktA aus Escherichia coli K-12 sind die vollstandigen Nucleotidsequenzen b - 
kannt (Yura T. et al., Nucl. Acid Res., 20 (1992) 3305-8; Sprenger G.A., Biochim. Biophys. 1216 (1993) 307-10; Spren- 
20 ger G.A. et al., J. Bacteriol. 177 (1995) 5930-9) und in Datenbanken wie beim EMBL in Heidelbeig hinterlegt. Im Falle 
der Klonierung des talB-Gens aus Escherichia coli eignet PC3R zur gerichteten Amplifikation des CJens mit chromosoma- 
ler DNS aus Escherichia coli K-12 Stammen (Sprenger G.A. et al., J. Bacteriol. 177 (1995)5930-9). Im Falle der Klo- 
nierung des tktA-Gens aus Escherichia coli eignet sich beispielsweise die homologe Komplementation einer Transketo- 
lase-defizienten Mutante (Sprenger G.A. in: Bisswanger H. et al., Biochemistry and physiology of miamine diphosphate 
25 enzymes, VCH (1 991) 322-6). 

Das isolierle Kinase-Gen kann mil einein oder mehreren der im Rahnten der Erfindung beschriebenen Gene in jegli- 
chcr Kombination in cine Gcnstruktur oder in mchrcrc Genstrukturen intcgricrt werden. Ohnc die genauc \fcrtcilung auf 
Genstrukturen zu beriicksichtigen, fuhrt dies zu Kombinationen wie z. B. glk, glk + talB, glk + tktA, glk + glf + talB, glk 
+ glf + tktA, glk + talB + tktA oder glk + glf + talB + tktA. Bei der \erteilung der Gene wird glf vorzugsweise in nied- 
30 riger Kopienzahl in die Genstruktur oder die Genstrukturen eingebracht, um mogliche negative Auswirkungen einer 
Uberexpression eines Membranproteins zu vermeiden. \brteilhaft sind Genstrukturen, die mindestens eine, einem d r 
Gene zugeordnete, regulatorische Gensequenz enthalten. So kann eine Verstarkung regulatorischer Eiemente vorzugs- 
weise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem insbesondere die TYanskriptionssignale verstarkt werden. Dies kann 
beispielsweise dadurch erfolgen, da6 durch Veranderung der den Strukturgenen vorgeschalteten Promotorsequenzen die 
35 Wirksamkeit des Promotors oder der Promotoren erhoht wird oder indem die Promotoren komplett durch wirksamere 
'Promotoren ersetzt werden. Auch kann eine Verstarkung der TVanskription durch entsprechende Beeinflussung eines den 
Genen zugeordneten Regulatorgens erfolgen; daneben ist aber auch eine Verstarkung der TVanslation moglich, indem 
beispielsweise die Stabilitat der Boten-RNS (m-RNS) verbessertwird. 

Am geeignetsten sind Genstrukturen, in denen mindestens eines der beschriebenen Gene so eingebaut ist, daB es unter 
40 Kontrolle eines induzierbaren Promotors steht. 

Bei der Anordnung der Gene auf einer erfindungsgemaBen Genstruktur kann ein Promotor vor einem Gen oder als ge- 
meinsamer Promotor vor mehreren Genen liegen oder es konnen zwei gegenlaufige Promotoren verwendet werden, zwi- 
schen denen die Gene so angeordnet sind, daB sie gegenlaufig abgelesen werden. Dabei kann beispielsweise das glf-Gen 
vor einem schwacheren Promotor (z. B. Ptet ) und weitere Gene unter der Kontrolle des tac-Promotors liegen. Den in ei^ 
45 ner Genstruktur enthaltenen Genen, mit oder ohne vorgeschaltetem Promotor bzw, mit oder ohne zugeordnetem Regula- 
torgen konnen ein oder mehrere DNS-Sequenzen vor- und/oder nachgeschaltet sein. Durch die Verwendung von indu- 
zierbaren Promotorelementen z. B. lacP/Ptac besteht die Moglichkeit der Zuschaltung neuer Funktionen (Induction d r 
Enzymsynthese) z. B. durch Zugabe von chemischen Induktoren wie Isopropylthiogalactosid (IPTG). 

Die Aufgabe der Erfindung wird auch dadurch gelost, daB transformierte Zellen bereitgestellt werden, die in replizier- 
50 barer Form eine erfindungsgemaBe Genstruktur enthalten. 

Als transformierte Zelle im Sinne der Erfindung ist jeder Mikroorganismus zu verstehen, der eine erfindungsgemaBe 
Genstruktur tragt, die die verstarkte Bildung von Substanzen in der Zelle bewirkt. Die Transformation der Wirtszellen 
kann durch chemische Methoden (Hanahan D, J. Mol. Biol. 166 (1983) 557-580), sowie auch durchElektroporation, 
Konjugation oder TYansduktion erfolgen. 
55 Es ist vorteilhaft fur die Transformation Wirtszellen einzusetzen, in denen ein oder mehrere Enzyme, die zusatzlich an 
der Synthese der Substanzen beteiligt sind, dereguliert und/oder in ihrer Aktivitat erhoht sind. 

Mit der die jeweiligen Gene enthaltenden Genstruktur wird ein, eine aromatische Aminosaure oder eine andere erfin- 
dungsgemaBe Substanz produzierender Mikroorganismus-Stamm, insbesondere Escherichia coli, transformiert. Es ist 
von Vorteil fur die Transformation mit den Genstrukturen Wirtszellen einzusetzen, in denen, sofern anwesend, das PEP- 
60 abhangige Zuckeraufnahmesystem in seiner Akti vitat vermindert oder ausgeschaltet isL 

Insbesondere werden transformierte Zellen bereitgestellt, die in der Lage sind, eine aromatische Aminosaure zu pro- 
duzieren, wobei die aromatische Aminosaure vorzugsw ise L-Phenylalanin ist. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren und dem nach der Lehre der Erfindung transformierten Mikroorganismus kann 
ein breites Substratspektrum fur die Produktion von Substanzen eingesetzt werden. Im Rahmen der Erfindung wird somit 
65 a "ch ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen bereitgestellt in dem erfindungsgemaBe transformierte 
Zellen in denen eine Genstruktur vorliegt, die mindestens eine einem der Gene zugeordnete, regulatorisch Gensequenz 
enthalt, kuluviert werden und wobei die Induktion der Enzymsynthese in den Mikrooiganismen nach mindestens 2 Zell- 
teilungen (Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase) erfolgt. Die Produktion der Mikroorganismen kann somit un- 
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abhangigvon deren Wachstum gesteigert werden. 

« In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden transformierte Zellen 
eingesetzt, die auBer PEP auch andere Zentralstoffwechselmelabolite in erhohter Verfugbarkeit enthalten. Dazu zahlen 
z. B. ct-Oxoglutarat oder Oxalacetat, die aus intrazellularen Syntheseprozessen resultieren, oder aber durch Zufutterung 
der entsprechenden Substanzen, oder ihrer \brlaufer, wie z. B. Furnarat oderMalat als Metaboliten des Zitronensaurezy- 
klus, den wachsenden Zellen zur Verfugung gestellt werden. 

Bei DSMZ sind unter den Bedingungen des Budapester Vertrages die folgenden Stamme hinterlegt: 



DSMZ 11208 

DSMZ 11207 

DSMZ 11206 

DSMZ 11205 



Escherichia, coli AT247l/pZY507glk 

Escherichia, coli AT247l/pZY507glf glk 

Escherichia coli AT2471GP704glf int PTS + 

Escherichia coli AT2471glfint PTS" 



Der verwendete Wirtsorganismus AT2471 wurde von Taylor und Trotter (Bacteriol. Rev. 13 (1967) 332-53) bei der 
CGSC unter der Nummer 4510 hinterlegt und ist frei erhaltlich. 

Im Folgenden sollen die verwendeten Materialien und Methoden angegeben, sowie die Erfinduhg durch experimen- 
telle Beispiele und Vergleichsbeispiele unterbaut werden: 



10 



15 



20 



Allgemeine Methoden 

Irn Rahmen der genetischen Arbeiten wurden Stamme von E. coli, sofem nicht anderweitig erwahnt, auf LB-Medium 25 
beslehend aus Difco Baclo TYyplon (10 g • l" 1 ), Difco-Hefeexirakl (5 g • l" 1 ) und NaCl (10 g • l" 1 ) kultiviert In Abhan- 
gigkcit von den Rcsistcnzcigcnschaftcn der vcrwcndctcn Stamme wurdc, sofcrn notig, dem Medium Carbcnicillin 
(20-100 mg • 1" ) und/oder Chloramphenicol (17-34 mg • l -1 ) zugesetzt Carbenicillin wurde dabei zuvor in Wasser und 
Chloramphenicol in Ethanol gelost und dem bereits autoklavierten Medium sterilfiltriert zugegeben. Zur Herstellung von 
Agarplatten wurde dem LB-Medium Difco Bacto Agar (13%) zugesetzt 30 

Plasmid-DNS aus E. coli wurde mitlels alkalischer Lyse unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Systems 
(Quiagen, Hilden) isoliert. Die Isolation von chromosomalerDNS aus E. coli und Z. mobilis erfolgte nach Chen und Kuo 
(NucL Acid Res. 21 (1993) 2260). 

Die Verwendung von Restriktionsenzymen, DNS-Polymerase I, Alkalische Phosphatase, RNase und T4 DNS-Ligase 
erfolgte nach den Instruktionen der Produzenten (Boehringer, Mannheim, D oder Promega, Heidelberg, D). Zur Restrik- 35 
tionsanalyse wurden die DNS-Fragmente in Agarosegelen (0,8%) aufgetrennt und mittels Extraktion unter Aferwendung 
eines kommerziell erhaltlichen Systems (Jetsorb Genomed, Bad Oeynhausen, D) aus Agarose isoliert 

Fur Southern Analysen wurde Chromosomale DNS (10 ug) mit Restriktionsenzymen verdaut, liber Gelelektrophorese 
der GroBe nach getrennt und mittels vakuumvermittelter Diffusion (VacuGene System, Pharmacia, Freiburg, D) auf eine 
Nylonmembran transferiert (Nytran 13, Schleicher und Schuell, Dassei, D). Entsprechende DNS-Bruchstucke wurden 40 
isoliert, mit Digoxigenin-dUTP markiert und als Probe verwendet. Mariderung.Hybridisierung, Waschvorgange, sowi 
die Detektion wurden unter Zuhilfenahme eines kommerziell erhaltlichen Markierungs- und Detektionssystems (Boeh- 
ringer, Mannheim, D) ausgefuhrt. 

Zur Transformation der Zellen wurden diese fur 2,5-3 h in LB-Medium (5 ml-Rohrchen) bei 37°C und 200 U • min" 1 
inkubiert Bei einer optischen Dichte (620 nm) von ca. 0,4 wurden die Zellen abzentrifugiert und in einem Zehntel des 45 
Volumens in TSS (LB-Medium mit 10% (w/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO und 50 mM MgCl 2 ) aufgenommen. Nach 
30-minutiger Inkubation bei 4°C mit 0,1 bis 100 ng DNS und anschlieBender Inkubation bei 37°C f Or 1 h wurden die 
Zellen auf LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. 

Beispiel 1 50 

Bereitung von pZY507glk und pZY507glfglk als \forbilder erfindungsgemaBer, plasmidbasierter Genstrukturen 

Plasmid pZY507 (Weisser et al. 1995 J. Bacteriol 177: 3351-3345) wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und 
Hihdm gedffhet und das groBere Fragment (104 kB) wurde isoliert. Die Gene glk und glf wurden, wie durch Weisser t 55 
al. (J. Bacteriol. 177 (1995) 3351-3354) beschrieben uber PCR (MuUis K.B. et al., Meth. Enzymol. 155 (1987) 335-50) 
erhalten und amplifiziert. Fur die Amplifizierung des glk-Gens wurde chromosomale DNS von Zymomonas mobilis ver- 
wendet Dabei wurden durch die Wahl der Primer zusatzliche Schnittstellen eingefuhrt (Kpnl und TTinHTTT) Das glf-Gen 
wurde unter Verwendung des Plasmids pZY600 (Weisser et al. 1995 J. Bacteriol 177: 3351-3345) als Matrize amplifi- 
ziert Dabei wurde durch die Wahl der Primer eine BamTTT- und eineKpnl-Schnittstelle eingeftihrt Unter Verwendung 60 
dieser singularen Schnittstellen wurden die Gene in verschiedenen Kombinationen in den \fektor pZY507 eingebracht 
Nach Iransformation von E. coli und Klonierung der Transformanden wurden die rekombinierten Plasmide pZY507glk, 
pZY507glf, pZY507glfglk erhalten. Diese Vektoren fuhren zu Chloramphenicol-Resistenz, enthalten das lacP-tac-Pro-' 
motorsystem und haben eine niedrige Kopienzahl. 

Die Aufbewahrung der erhaltenen Transformanden erfolgte auf LB-Medium in Form von Glycerinkulturen (30%) bei 65 
-80°C. Bei Bedarf wurden die Glycerinkulturen direkt vor dem Gebrauch aufgetaut 
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Beispiel 2 

Bestimmung der Enzymaktivitat einer Glucokinase w 

5 Zur Bestimmung der Aktivitat der Glucokinase wurden die Zellen von E. coli AT2471 sowie von der entsprechenden 
das Plasmid pZY507glfgik tragenden Mulante XT2471/pZy507glfglk in mineralischem Medium kultiviert. Di s bestand fc 
aus Natriumcitrat • 3H 2 0 (1,0 g • l" 1 ), MgS0 4 • 7H 2 0 (0,3 g • l" r ), KH 2 P0 4 (3,0 g • l" 1 ), K>HP0 4 (12,0 g • l" 1 ), NaCl 0,1 
(g • T 1 ), (NH4) 2 S0 4 (5,0 g • l" r ), CaCi 2 - 2H 2 0 (15,0 mg • l" 1 ), FeS0 4 • 7H 2 0 (0,75 g • l" 1 ), und L-iyrosin (0,04 g ■ l" 1 ). 
Die Zugabe weiterer Minerale erfolgte iiber eine Spurenelementlosung (lml-1" 1 ) zusammengesetzt aus 

ia A1 2 (S0 4 )3 • I8H0O (2,0 e • I' 1 ), CoS0 4 • 6H0O (0,7 g • l" 1 ), CuS0 4 • 5H^O (2,5 g • l" 1 ), H3BO3 (0,5 mg • l' 1 ), 
MnCl 2 • 4II 2 0 (20,0 g • l" 1 ) Na 2 Mo0 4 • 2II 2 0 (~3,0 g • l" 1 ), NiS0 4 • 3II 2 0 (2,0 g • l" 1 ) und ZnS0 4 • 7II 2 0 (15,0 g • l" 1 ). 
Vitamin Bl (5,0 mg • l" 1 ) wurde in Wasser gelost und dem Medium nach dem Autoklavieren sterilfiltriert zugegeben, 
ebenso wie bei Bedarf Carbenicillinbzw. Carbenicillin und Chloramphenicol. Glucose (30 g • l" 1 ) wurde separat autokla- 
viert und dem Medium ebenfalls nach dem Autoklavieren zugefugt. 

15 Fiir die Experimente wurden Schuttelkolben (1000 ml mit 100 ml mineralischem Medium) mit 2 ml Glycerinkultur 
angeimpft und bei 37°G und 150 U • rnin -1 fiir 72 h auf einem Kreisschiittler inkubiert. Die Induktion der Zellen durch 
Zugabe von 15-100 mMEPTG erfolgte nach etwa 7 Teilungen nach Erreichen einer optischen Dichte (620 nm) von as 1. 
Zur Kontrolle der Induktion der Zellen wurden parallele Versuchsansatze durchgeftlhrt, von denen ein Ansatz durch Zug- 
abe von IPTG (20 uM) induziert wurde. Direkt vor der Zugabe des Induktors in die entsprechendenden Kolben, sowie 1 

20 und 3 h nach dem Zeitpunkt der Induktion wurden aus alien Ansatzen 20 ml Kulturbruhe entnommen und die Zellen bei 
4°C fiir 10 min bei 6000 g sedimentierL 

Die geemteten Zellen wurden in 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0) mit 1,2 rnM ATP und 11,2 mM MgCl 2 gewaschen. 
Die Zellen des Sediments wurden mittels Ultraschall (Branson Sonifier 250 mit Microtip) in einem BeschaUungszyklus 
von 25% und mit einer Intensitat von 40 Watt fiir 4 min pro ml Zellsuspension aufgeschlossen. Nach Zentrifugation fur 

2% 30 min bei 18 000 g und 4°C wurde der Uberstand (Rohextrakt) fur die Messung der Aktivitat der Glucokinase verwen- 
det. 

Die Bestimmung der Aktivitat der Glucokinase im Rohextrakt erfolgte nach der von Docile ct al. (Eur J. Appl. Micro- 
biol. 14 (1982) 241-246) beschriebenen Methode. Der Umsatz von 1 umol NADH pro min wurde als 1 U definiert. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Rohextrakt erfolgte nach Bradford M.M. (Anal. Biochem. 72 (1976) 
v» 248-254) unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Farbreagenzes. Als Standard wurde Rinderserumalbumin 
verwendet 

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Enzymmessungen bei der Verwendung des Wirtsstammes E. coli 2471, sowie des- 
sen Mutante E. coli 247 l/pZY507glkglf. Zum Zeitpunkt der Induktion wurde fur beide Stamme eine Glucokinaseaktivi- 
liit um 23 mU • (mg Protein) -1 detektiert Wahrend sich diese Aktivitat nach drei weiteren Stunden der Kultivierung fur 
»s den Wirtsstarnm auf lediglich 36 mU * (mg Protein)" 1 steigerte, konnte fiir den das Plasmid pZY507glfglk tragenden 
Stamm eine Erhohung der Glucokinaseaktivitat auf 112 mU * (mg Protein)" 1 festgestellt werden. Durch Induktion der 
mit der erfindungsgemaBen Genstruktur transformierten Zellen konnte die Aktivitat der Glucokinase weiter auf 657 
mU • (mg Protein) erhoht werden, was im Vergleich zum nicht induzierten Wirtsstarnm einer Steigerung um den Faktor 
1 8,3 entsprach. 

40 

Beispiel 3. 

Produktion von Substanzen unter Verwendung von Stammen, die eine erhohte Glucokinaseaktivitat aufzeigen, bzw. in 
denen zusatzlich zur erhdhten Aktivitat der Glucokinase auch ein PEP-unabhangiges Zuckeraufhahmesystem exprimiert 
-«s ist 

Der Wirtsstamm Escherichia coli AT2471, sowie dessen eines der Plasmide pZY507glk oder pZYglfglk tragenden 
Transformanden wurden in jeweils parallelen Ansatzen unter den in Beispiel 2 beschriebenen Standardbedingungen fur 
72 h kultiviert. Nach 24 und 48 h wurde der pH-Wert der Kulturen gemessen und bei Bedarf durch Zugabe von KOH 

50 (45%) auf den Startwert von 7.2 zuriickgebracht. Desweiteren wurden nach 24, 48und 72 h Proben zur Bestimmung der 
optischen Dichte, sowie der Glucose- und der L-Phenylalaninkonzentration genorrimen. Die Phenylalaninkonzentration 
wurde mittels Hochd^ckflussigkeitschromatographie (HPLC, Hewlett Packard, Miinchen, D) in \ferbindung mit Ruo- 
rcszenzdetektion (Extinktion 335 nm. Emission 570 nm) ermittelt Als feste Phase wurde eine Nucieosil- 
1 20-8-C18-Saule (250 4,6 mm) verwendet; die Elution erfolgte unter Verwendung eines Gradienten (Eluent A: 90% 50 

55 mM Phosphorsaure, 10% Methanol, pH 2,5; Eluent B: 20% 50 mM Phosphorsaure, 80% Methanol, pH 2,5; Gradi nt: 
0-8 min 100% A, 8-13 min 0% A, 13-19 min 100% A). Die Elutionsgeschwindigkeit wurde auf 1,0 ml . min" 1 festge- 
setzt; die Saulentemperatur auf 40°C. Die Nachsaulenderivatisierung erfolgte unter Verwendung von o-Phtaldialdehyd in 
einer Reaktionskapillare (14 m • 0.35 mm) bei Raumtemperatur. Fiir L-Phenylalanin wurde unter den beschriebenen Be- 
dingungen eine Retentionszeit von 6,7 min ermittelt. 

60 Durch die Messung der Glucosekonzentration mittels enzymatischer Tbststreifen (Diabur, Boehringer Mannheim, D) 
und, abhangig von den Resultaten, Nachdosieren von 2 ml einer konzentrierten Glucoselosung (500 g * l" 1 ) wurde sicher- 
gestellt, daB keine Glucoselimitierung in den Versuchsansatzen auftrat Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurd im 
Vergleich zu ein m (Phenylalanin)-Indexwert von 100 fiir den nicht induziert n Wirtstanim E. coli 2471, durch Intuba- 
tion des Wirtsstammes ein Phenylalaninwert von 119 ermoglichL Durch das alleinige &hohen der Aktivitat der Gluco- 

65 kinase durch Induktion des transformierten Stammes E. coli AT2471/pZY507glk wurdeein Indexwert von 141 erm5g- 
licht Das Einbringen des Plasmides pZY507glfglk in den Wirtstarnrn erlaubte statt dessen sogar ohne Induktion eine Er- 
hohung der Phenyialaninproduktion auf einen Wert von 149, der durch Induktion der Zellen noch weiter auf 171 gestei- 
gert werden konnte. Dies entsprach einer Erhohung von 44% im \fergleich zum induzierten Wirtstarnrn. 
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^ Dieses Ergebnis zeigt den erfindungsgemaBen, die Synthese aromatischer Verbindungen erhohenden, positiven Eff kt, 

d$r Erhohung der Aktivitat einer Glucokinase in entsprechenden Microorganismen. Desweiteren wird auch die sich po- 
sitive auf die Herstellung dieser Substanzen auswirkende zusatzliche Erhohung der Akti vital einer Glucokinase in Stam- 
men mit bereits erhohter Anwesenheit eines Facilitatorproteins bzw. zusatzlichen Erhohung der Anwesenheit eines Fas- 
cilitatorproteins in Stammen mit bereits erhohter Glucokinaseaktivitat demonstriert. 5 

Beispiel 4 



Produktion von Substanzen unter Verwendung von Pf SvMutanten in denen zusatzkch zur erhohten Glucokinaseaktivi- 
tat ein PEP-unabhangiges Zuckertransportsystem exprimiert ist to 

Zur Integration des glf-Gens in Gene, die fur Komponenten des PTS-Systems von E. coli kodieren, wurde das Plasmid 
pFTSl (siehe T^belle 1 ) mit BgITT verdaut und mit Klenow-Fragment behandelt Die singulare Schnittsteile liegt im ptsT- 
Gen. Das glf-Gen wurde als BamHI-Kpnl- Fragment aus dem Plasmid pZY507glfglk isoliert und ebenfalls mit Klenow- 
Fragment behandelt. Durch blunt-end-Ligation wurden Klone erhalten, die das glf in gleicher Orientiemng wie die Gene 15 
ptsHI tragen. Aus dem resultierenden Plasmid pPTSglf konnte ein 4,6 kb Pstl-Fragment erhalten werden, welches den 
3-Bereich des ptsH-Gens sowie ptsl mit integriertem gif und err tragt. Dieses Fragment wurde in die ECoRV-Schriitt- 
stelle des Vektors pGP704 ligiert. Da dieser Vektor nur in Apir-Stammen repliziert werden kann, haben Transformanden, 
die diesen Phagen nicht tragen, den Vektor ins Chromosom integriert, wenn sie auf Carbenicillin wachsen konnen (Miller 
V.L. et aL, J. Bacteriol. 170 (1988) 2575-83). Die Integration wurde mittels Southern Blot Analyse uberpruft Die erhal- 20 
tenen Transformanden enthielten neben dem glf-CJen auch die voUstandigen FTS-Gene. 

Bei einem zweiten homologen crossover kann der Vektoranteil herausrekombinieren, was zum Verlust der Carbenicil- 
lin-Resistenz fuhrt. Da in diesem Falle die pts-Gene durch die Insertion des glf-Gens unterbrochen vorliegen, wird das 
PTS in diesen Mutanten nicht funktionell exprimiert. Die gewtinschten PTS -Mutanten wurden wie folgt selektioniert: 
Nach mehrmaligem Uberimpfen der noch PTS + -Transformanden auf LB-Medium ohne Antibiotika wurden Aliquots der 25 
Zellsuspension auf LB-PlaUen mit 100 ug ■ l* 1 Phosphomycin ausplatlierL PTS~-Mulanlen konnen auf diesen PlaLlen 
wachsen. Wachscndc Klonc wurden auf LB-Plattcn mit entweder Phosphomycin odcr mit 20 ug • l -1 Carbenicillin aus- 
gestrichen. Von Klonen, die emeutes Wachstum auf den Phosphomycin-Platten, nicht aber auf den Carbenicillin Platten 
zeigten, wurde chromosomale DNS isoliert. Die Integration des glf-Gens in die Gene, die fur das PTS-System kodieren, 
wurde durch Southern- Analyse bestatigt. Entsprechende Mutanten wurden als phanotypisch PTS-defizient identifiziert. 30 
Ein Klon wurde als Wirtsorganismus E. coli AT2471glfintPTS*ausgewahlt und fur die Transformationen (s. oben) mit 
Plasmid pZY507glk eingesetzt. Den fiir Beispiel 2 und 3 beschriebenen experimentellen Bedingungen folgend, wurden 
die PTS-negative Mutante E. coli AT2471glfintPTS"/pZY507glk, sowie der korrespondierende Wirtsstamm 
AT2471glfintPTs~ in je zwei Parallelansatzen kultiviert und die Zellen je eines Ansatzes nach ca. 7 Teilungen induziert. 

Durch die Induktion reduzierte sich die Syntheseleistung des Wutstammes, ausgehend von einem Index wert von 100 35 
im Falle nicht vorhandener Induktion, auf einen Wert von 56. Im Vergleich dazu konnte in Kulturen des transformierten 
Stammes AT2471glfintPTS7pZY507glk bereits ohne Induktion ein Phenylalanin-Indexwert von 151 erreicht werden, 
der dann durch Induktion auf 174 erhoht werden konnte. 

Dieses Ergebnis zeigt, daB die alleinige Erhohung der Glucokinaseaktivitat fur die Synthese von Phenylalanin auch in 
jenen Mikroorganismen positiv wirkt, die sich durch ein in seiner Aktivitat vermindertes oder ganzhch ausgeschaltetes 40 
PTS-System auszeichnen und in denen gleichzeitig ein PEP-unabhangiges Zuckeraumahmesystem integriert ist. 
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Tabelle 1 





Stamme und 


Genotyp / 


Quelle oder Ref erenz 


5 


Plasmide 


Charakteristika 






E . coli 


tyrA4 , relAl , spoTl , 


Taylor und Trotter, 




AT2471 


thi-l 


Bacteriol. Rev. 13 


10 






(1967) 332-53 




E. coll SY3 2 7 


araD, A(lac-pro), 
Kix / • recADo , jp±r- 
Funktion des Phagen X 


Miller et al M J. 
(1988) 2575-83 


15 


E. coli CC118 


A{ara-leu), araD, 
AlacX74, gralE, galK, 
phoA20, thi-1, rpsE, 


Manoil et al., Proc. 
Natl. Acad.Sci USA 
82 (1985) 8129-33 


20 




rpoB, argrE (Am), recAl, 






Xpir lysogen 






pZY507 


Cm" 


Weisser et al., J. 
Bacteriol 177 (1995) 


25 






3351-4 




pZY507glfglk 


glf- und gl Jc- Gene aus 
Z. mobilis in p2Y507 


Weisser et al., J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


30- 


p2Y557 


pZY507, multiple 
Klonierstelle von 
pUCBM20Cm r 


Sprenger, 
unvero f f ent 1 i cht 




pACYC184 


Cm* , Tet" 


Chang und Cohen, J. 


35 






Bacteriol . 134 
(1978) 1141-1156 




pDIA3206 


Ap* , .11,5 kb Insert aus 
E. coll K-12 Chromosom 


DeReuse et al., J. 
Bacteriol. 170 


40 




inklusive ptsHI-crr 
Gene 


(1988) 3827-37 




pPTSl 


pACYC184 mit 4 kb-Clal- 
Fragment, welches die 


Jahreis , Universitat 
Osnabrtick , 


45 




Gene ptsHI, err aus 
pDIA3206 enthalt; Cm r 


unve r 6 f f ent 1 i cht 




pGP704 


Amp^ 


Miller et al., J. 


50 






Bacteriol, 170 






(1988) 2575-83 



55 



60 



65 
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Tabelle 2 



nlJtx OOiy alii BTuULo 


^61C Iia.Cn 


Glucokinaseaktivit&t / 






Tn/4n1^f* A ****** / 


mU- (mg Protein) -1 


5 




h 


oxine 


mit 








J. X1U.UJS. t. J. Oil 


± LlKXlXK U J. on 






n 

w 


21 




10 


AT2 471 












1 










3 


36 














15 


Escherichia ccli 


0 


23 


25 




AT 2 4 7 1 /p2 Y5 0 7gl f glk 












1 


63 


202 


20 




3 


112 


657 





25 



Patentanspriiche 

1 . Vcrfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen, bei dem die Aktivitat einer Zucker-phosphorylierenden 30 
Kinase in cinem diese Substanzen produzierenden Mikroorganismus erhoht wild. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Substanzen heigestellt werden an deren Synthese 
Phosphoenolpyruvat (PEP) beteiligt ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Kinase eine Hexosen-phosphorylierende 
Kinase ist. 35 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Kinase in dem Mikroorganismus aus Zymomonas 
mobilis stammt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Kinase Glucokinase (Glk) aus Zymomonas mobi- 
lis ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich die Aktivitateines Trans- 40 
portproteins zur FEP-unabhangigen Aufhahme eines von der Kinase zu phosphorylierenden Zuckers erhoht wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat eines Transportproteins zur PEP-unab- 
hangigen Aufhahme eines betreffenden Zuckers in einem Substanzen produzierenden Mikroorganismus, der zur 
Aufnahme eines Zuckers mittels eines PEP-abhangigen Aufhahmesystems befahigt ist, erhoht wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Transportprotein ein Facilitator 45 
ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Facilitator das Glucosefacilitator-Protein (Glf) aus 
Zymomonas mobilis ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich die Aktivitat einer Irans- 
aldolase und/oder einer Transketolase erhoht wird. 50 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat einer Iransaldolase und/oder einer 
Transketolase aus Escherichia coli erhoht wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat der Iransaldolase B (TalB) 
und/oder der Transketolase A (TktA) aus Escherichia coli erhoht wird. 

13. Verfahren nach einem der einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat des PEP- 55 
abhangigen Zuckeraufhahmesystems, sofera anwesend, dem naturlichen Niveau gegenuber verrnindert ist 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivitat mindestens einer der 
folgenden Komponenten Zucker-phosphorylierende Kinase, Transportprotein, Transaldolase, Transketolase, gestei- 
gert wird 

a) durch Einfuhrung der Gene 60 

b) und/oder durch Erhdhen der Genkopienzahl 

c) und/oder durch Erhohen der Genexpression 

d) und/oder durch Erhohung der endogenen Aktivitat der genannten Enzyme 

e) und/oder durch S trukturanderung an den Enzymen 

f) und/oder durch Verwendung von deregulierten Enzymen 65 

g) und/oder durch Einfuhren von Genen, die fur deregulierte Enzyme kodieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Steigerung der Aktivitat dadurch erreicht wird, 
daB eine Integration des (Jens oder der Ciene in eine Genstruktur oder in mehrere (jenstrukturen erfolgt, wobei das 
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Gen oder die Gene als einzelneKopie oder in erhohter Kopienzahl in die Genstruktur eingebracht wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet daB in Mikroorganismus eingesetzt 
wird, in dem ein oder mehrere Enzyme, die zusatzlich an der Synthese der Substanzen beteiHgt sind, deregulierl 
und/oder in ihrer Aktivitat erhoht sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet daB die hergestellte Substanz eine aromatische Amino- 
saure ist 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die aromatische Aminosaure L-Phenylalanin ist 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB der eingesetzte Mikroorganismus 
der Gattung Escherichia, Serratia, Bacillus, Corynebacterium oder Brevibacterium zugeordnet ist 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorganismus Escherichia coli ist 

21. Genstruktur enthaltend in rekombinanter Form ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase 
und ein Gen fur ein Transportprotein zur PEP-unabhangigen Aufnahme einesZuckers, mit der Ausnahme von der 
Kombination der Gene fur die Kinase glk und fur das Transportprotein glf aus Zymomonas mobilis. 

22. Genstruktur enthaltend in rekombinanter Form 

a) ein Gen kodierend fur eine Zucker-phosphorylierende Kinase oder Gene kodierend fur eine Zucker-phos- 
phorylierende Kinase und fur ein Transportprotein zur PEP-unabhangigen Aufnahme eines betreffenden Zuk- 
kers, und 

b) mindestens ein Gen kodierend fur eine Transaldolase oder fiir eine Transketolase. 

23. Genstruktur nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen'fur die Zucker-phosphorylie- 
rende Kinase eine Hexosen-phosphorylierende Kinase kodiert und das Gen fur das Transportprotein einen Facilita- 
tor kodiert. 

24. Genstruktur nach einem der Anspriiche 21, bzw. 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB die Gene fur die Ki- 
nase und fur das Transportprotein aus Zymomonas mobilis stammen, und daB die Gene fur die Transaldolase und 
fur die Transketolase aus Escherichia coli stammen. 

25. Genstruktur nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fur die Kinase glk und 
das Gen fiir das Transportprotein glf aus Zymomonas mobilis ist, und das Gen fur die Transaldolase talB und das 
Gcnfiir die Transketolase tktA aus Escherichia coli ist 

26. Genstruktur nach einem der Anspriiche 22 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB das glf-Gen in niedriger Gen- 
kopienzahl in die Genstruktur eingefuhrt wird. 

27. Genstruktur nach einem der Anspriiche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Genstruktur mindestens 
eine, einem der Gene zugeordnete, regulatorische Gensequenz enthalt 

28. Genstruktur nach einem der Anspriiche 21 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eines der Gen in 
der Genstruktur so eingebaut ist, daB es unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors stent 

29. Genstruktur nach Anspruch 22 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens zwei der Gene unter Kontrolle 
von zwei gegenlaufigen Promotoren stehen. 

30. Transformierte Zelle, enthaltend in replizierbarer Form mindestens eine Genstruktur nach den Anspriichen 21 
bis 29. 

31. Transformierte Zelle nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere Enzyme, die zusatzlich 
an der Synthese derSubstanzen beteiligt sind, dereguliert und/oder in ihrer Aktivitat erhoht sind. 

32. Transformierte Zelle nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle eine Escherichia coli- 
Zelleist 

33. Transformierte Zelle -nach einem der Anspriiche 30 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB das FEP-abhangige 
Zuckeraumahmesystem, sofern anwesend, in seiner Aktivitat dem naturlichen Niveau gegeniiber vermindert oder 
ausgeschaltet ist 

34. Transformierte Zelle nach einem der Anspriiche 30 bis 33, dadurch gekennzeichnet daB sie in der Lage ist in 
aromatische Aminosaure zu produzieren. 

35. Transformierte Zelle nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet daB die aromatische Aminosaure L-Phenyl- 
alanin ist. 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet daB transformierte Zellen nach einem 
der Anspriiche 30 bis 35, in denen eine Genstruktur nach Anspruch 28 oder 29 vorliegt, kultiviert werden und wobei 
die Induktion friihestens nach zwei Zellteilungen erfolgt 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurchgekennzeichnet, daB die transformierte Zelle auBer PEP auch andere Zen- 
tralstoffwechselmetabolite in erhohter Verfugbarkeit enthalt 



